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仪器基本信息及功能应用：
1、型号：ZEISS LSM880
2、房间号：第五实验楼212
3、管理人员：严文静
4、功能应用：
LSM880蔡司激光共聚焦显微镜可以对组织
或细胞内部的荧光标记信号进行清晰成像；
在细胞、亚细胞水平观察组织或细胞的形
态学变化和内部微细结构；
对样品进行断层扫描并重构和分析组织或
细胞的三维空间结构；
快速拍摄时间序列图像捕捉动态过程；
大图拼接重构大面积高分辨率样品全貌；
观察重要离子浓度的变化；
对特定区域或结构进行光操作和分子功能
学分析等。

激光共聚焦显微镜



病理仪器

TissueFAXS Plus 全景组织细胞定量分析系统 

HM325全自动转轮式切片机

NX50冷冻切片机 HM525冷冻切片机

全自动全封闭脱水机 HistoStar 包埋工作站



激光共聚焦显微镜的原理1.1

激光共聚焦显微镜的操作及注意事项1.2

激光共聚焦显微镜的应用及例子分析1.3

激光共聚焦显微镜



激光  扫描  共聚焦  显微镜

光源 成像方式 最重要技术 本质

激光共聚焦的原理

※焦距的共轭平面添加针孔用于滤掉非焦平面的信号※



激光共聚焦的原理

Widefield Confocal



激光共聚焦的原理

利用针孔与焦点位置共轭，过滤杂散光

Widefield Confocal



最终得到的荧光图像

样本发出荧光

WF显微镜成像

MIC

样本

图像检测器

焦平面

激光共聚焦的原理



最终得到的荧光图像

样本发出荧光

共聚焦显微镜成像

MIC

样本

焦平面

图像检测器

针孔

激光共聚焦的原理



激光共聚焦的原理

在共轭平面增加针孔，屏蔽非焦平
面信号

屏蔽非焦平面信号
• 针孔增加，光通量增加，非焦平面信号
增加
• 针孔减小，光通量减小，非焦平面信号
减小

一般情况，针孔大小为1AU



Confocal Imaging
From Point to Image



检测器 -- Photomultipzlier Tube / PMT Detectors（光电倍增管）
How does a PMT work?



检测器 -- Photomultiplier Tube / PMT Detectors



激光共聚焦显微镜的原理1.1

激光共聚焦显微镜的操作及注意事项1.2

激光共聚焦显微镜的应用及例子分析1.3



ZEISS 880操作规程
1、首次操作时务必在管理员的指导下进行。
2、共聚焦房间的空调设置温度为24℃、去湿，请勿擅自调节。
3、按1-11的顺序进行开机，其中7号不动，保持横的状态。
4、点击user启动电脑，点击灰色ZEN图标启动软件。弹出界面点击start system。
5、如果需要使用458、488、514，需要提前在Acqusition界面Laser中将Argon栏设置为on的状态，待指示显示从
红色变为灰色，表示预热完成，方可操作。
6、放上样品，点击Locate，在Locate界面下选择快捷键，在镜下找出需要拍摄的样品区域。
7、若使用油镜，需在40倍或63倍的物镜上滴上蔡司专用镜油，然后将载玻片上盖玻片一面朝下放入载物台。
8、进入Acqusition界面点击smart setup，弹出框内点击Dye选择所用染料，拍摄方式选择中间的Best signal，设定
好后点击Apply确认。
9、在Live下设置Channels中的激光强度Laser，针孔大小Pinhole（一般设置为1AU），检测器电压值Gain值（一
般在800以内）。每个track单独设置，每次只勾选一个track。设置原则保证图像不要过曝，在live下选择range 
indicator可以显示出曝光程度。
10、在Acqusition Mode下将Frame size 设置为1024*1024，speed设置范围为6-9，Average设置为2或4。
11、选择需要成像的track，单击snap，获得一张多通道图像。拍摄成功后点击右上角小框内save image保存图片。
12、拷数据只能用全新格式化后的U盘进行拷贝，防止损害仪器。
13、用完后点击Laser中的Argon，将on改成off，关闭电脑。按启动时倒序依次关闭按钮，6号需放热5min后激光
器风扇停止转动后放可关闭，7号保持不动。开关机必须在使用30min以上。
14、用无水酒精擦拭干净油镜，盖上防尘罩，写好仪器使用记录。
15、将房间卫生整顿好，垃圾带出实验室，负责人检查后方可离开。



如何拍出一张好的图像？

“Good” Image

“Bad” Image



合适的亮度

一张好的图片



Range Indicator
How to evaluate the dynamic range the best

Look-up table
Range Indicator (8bit)



荧光强度

当调节合适的时候



Set too high

荧光强度



荧光强度

Not enough



The main tools are:

• Laser power（激光强度）：通过增加样本光子数
来增加图像亮度，能量越高，图像越亮，但样本也
易被漂白。

• Pinhole（针孔孔径）：针孔增加，光通量增加，
图像变亮，非焦平面信号增加；针孔减小，光通量
减小，图像变暗。一般情况，针孔大小为1AU。

• Gain (Master)（检测器电压值）：通过增加样本
电子数来增加图像亮度，越高图像越亮，但背景噪
点也会提高。

• Digital Offset：给一定的负值，会将图像背景扣掉
一部分，使背景更干净。

合适的亮度



信噪比

一张好的图片



影响信噪比的因素主要有两个，分别是扫描速度（Speed）和平均次数（Average）

影响信噪比因素 增大 减小

扫描速度
（Speed）

信噪比下降，
但扫描时间缩

短

信噪比提高，但
扫描时间增长

平均次数
（Average）

次数越多，信
噪比相对越好，
但扫描时间增

长

次数减小，信噪
比降低，但扫描

时间缩短



分辨率

一张好的图片



选择合适的分辨率

Resolution okay Resolution too low



选择合适的分辨率

分辨率是能区分开两个点之间的最小距离，所以分辨率越小越好，而分辨能力越大越好。

• 影响分辨率的一个重要因素是物镜的数值孔径（NA）值。NA值越大，分辨率越小。
• 除此之外是图像的数码分辨率，也就是Frame Size。一般情况下，我们选择 1024×1024。



激光共聚焦基本功能

ü 单色/多色荧光成像
ü Z轴采集，三维重构
ü 时间序列成像
ü 大视野拼图
ü 光谱成像/光谱拆分

ü 荧光强度分析
ü profile功能，分析一条线上荧光强度的分析
ü 共定位分析

基本功能：

测量分析：



基本功能：二维荧光图像采集

拍摄高质量的单通道或多通道荧光照片

大鼠肾细胞

Green：GFP融合蛋白，高尔基体 - 荧光蛋白

Red：抗体，微管 – 免疫荧光

Blue：DAPI，细胞核 – 荧光染料



基本功能：Z轴采集（z stack）
三维重构

Z轴采集

最大强度投影



基本功能：时间序列成像 (time series)



基本功能：大视野拼图 (tile)
视野的扩展

14



基本功能：大视野拼图 (tile)
视野的扩展



扩展功能： 光谱扫描，线性拆分

最大程度避免荧光串色的影响



基本功能：荧光强度的分析



基本功能：Profile 功能
分析一条线上的荧光强度的分布

18



基本功能：共定位分析（Co-localization）
两种荧光信号的共定位定量分析

直接显示所选区域荧光信号的共定位系数

19



共聚焦的使用要求

1，实验室温度应保持在 22℃±2℃ ，湿度 40%-60%

(注：如果需要做时间序列的实验，在实验期间温度的变化不能超过0.5度/小时)

2，防静电，防灰尘，人员进入共聚焦室穿戴鞋套或更换拖鞋

3，空调的进/出风口或抽气扇应远离显微镜系统，以避免干扰系统运行的隐定性

4，刻录图像数据资料：应使用刻录光驱刻录，实验前应准备好刻录光盘

5，注意环境和仪器清洁，避免有毒有害试剂污染

56
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Part one

病理技术简介



病理技术简介

从器官，细胞，超微，免疫，分子直到信息病理学

病理技术的变迁

基础与临床之间的桥梁，广泛应用于检测多种疾病的发生

及进程。

病理技术的应用

一门研究疾病发生发展规律的医学基础学科，揭示疾病的

病因、发病机制及病理的改变。

病理学概念



病理平台仪器

TissueFAXS Plus 全景组织细胞定量分析系统 

HM325全自动转轮式切片机

NX50冷冻切片机 HM525冷冻切片机

全自动全封闭脱水机 HistoStar 包埋工作站



02

Part two

病理实验流程



实验流程

02

01

取材

正确取材 

固定

固定液的选择

04

03

脱水

梯度脱水

包埋

包埋的操作

06

05

切片

石蜡及冰冻切片

染色

不同染色的介绍



固定

l使蛋白质凝固，终止或减少分解酶的作用，防止自溶。

l保存组织、细胞内的蛋白质、脂肪、糖原、某些维生素及病理性蓄积物，维

持病变的特异性特征。

l组织硬化成形，便于后续的包埋、切片以及染色。

离体标本 自溶微环境破坏

固定的意义

如何固定？



固定方法

物理法：低温冷冻、真空脱水。

化学法：化学固定液处理。

l甲醛：最常用的固定剂，对脂肪、糖类、神经及髓鞘等固定效果好，固定时间

长的组织易产生黑色沉淀。

l乙醇：常用 8 0 % - 9 0 %的乙醇，固定的同时也可脱水，用于糖原、纤维蛋白及弹

性纤维的固定，但是会导致核的着色不良及破坏色素。

固定液的选择

l中性甲醛液：配制过程较复杂，适合绝大多数组织的固定，效果比单纯甲醛好。

l醋酸：能沉淀核蛋白 ,可较好地保持染色体结构，但是会导致组织明显膨胀。

lA A F液：醋酸可以补偿甲醛及乙醇导致的组织收缩和硬化，但是对膜浆蛋白结构

有破坏作用。



实验流程

02

01

取材

正确取材 

固定

固定液的选择

04

03

脱水

梯度脱水

包埋

包埋的操作

06

05

切片

石蜡及冰冻切片

染色

不同染色的介绍



脱水、包埋

l脱水：将组织中的水分用酒精置换出来，使组织逐渐变硬，为石蜡浸润组织

创造条件。

l透明：由于乙醇与石蜡不相溶，而二甲苯既能溶于乙醇又能溶于石蜡，所以

要经过二甲苯来置换酒精，以便于融化的石蜡浸润到组织间隙中。

l浸蜡：使石蜡渗入组织中，固定组织，准备包埋切片。

概念

l包埋：浸蜡后的组织与熔化的石蜡在模具中冷却固定为一定形状的过程称为

包埋。



脱水流程

Excelsior ES® 全自动全封闭脱水机

l一次性可处理3 0 0个组织盒；

l操作程序方便快捷；

l通过多层式设计，合理利用试剂耗材。

第五实验楼210房间



脱水流程

注意事项

l脱水用试剂可多次循环使用，无需频繁

更换；

l使用前需观察试剂剩余量；

l可根据组织类型设置不同程序时间；

l乙醇和二甲苯停留太久会导致组织收缩

过度；

l脱水完后必须立即运行清洗程序，否则

会导致石蜡堵塞管道。

70%乙醇 40 min

80%乙醇 40 min

90%乙醇 40 min

95%乙醇 30 min

100%乙醇 30 min

100%乙醇 30 min

二甲苯 40 min

石蜡 30 min

二甲苯 30 min

二甲苯 30 min 石蜡 40 min 石蜡 40 min

脱水

透明 浸蜡



包埋流程

HistoStar 包埋工作站

l一次性可放置7 2个蜡块的超大冷台；

l可设置多模块温度，搭配不同熔点石

蜡使用；

l操作流程方便快捷，从浸蜡到冷却一

体化操作；

注意事项

l组织槽和熔蜡缸使用的石蜡不同，熔蜡缸内推荐使用高熔点石蜡；

l使用前需观察试剂剩余量；

l废蜡抽屉需要及时清理，否则会导致石蜡黏住桌面；

l冷台模块用完需关闭，否则会大范围结霜，引起机器损伤。

第五实验楼210房间



包埋流程

l使用镊子取出组织盒内样本，将其固定在包埋模内；

l将包埋模移到冷却台上，等石蜡变透明为止；

l将包埋模移回热台，然后将组织盒放置其上；

l用石蜡将组织盒填满，而后置于冷台冷却凝固；

l完全冷却后，可取出组织盒准备切片。



实验流程
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03
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06
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石蜡及冰冻切片
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不同染色的介绍



切片

概念

要实现对病变组织的显微镜形态学检查，需要将获得的病变组织制片。

HM325全自动转轮式切片机 HM525冷冻切片机NX50冷冻切片机

第五实验楼210房间



切片机的构造



石蜡切片流程

l将组织样品固定在样本夹头上，将样本头与刀片距离调近；

l使用粗修模式，将切片厚度设置为1 5 - 3 0 μ m进行修片，修

到所需切面为止；

l将切片厚度调节至3 - 5 μ m，摇动手轮进行精细切片；

l将切片平稳放入水中展片，展平后转移到玻片上；

l放入烤片机或烘箱内烤片，用于后续实验

注意事项

l注意切片厚度，一般选择3 - 5 μ m；

l任何时候手要离开转轮，都必须将转轮上锁，防止手割伤；

l刀架角度和位置均为预设好的，请勿随意改变刀架；

l玻片需使用黏附载玻片，防止后续染色步骤容易脱落；

l烤片推荐使用烘箱，7 0 ℃烤2 h左右效果最佳。

第五实验楼210房间



冰冻切片流程

l将组织样品用包埋剂固定，放在速冻装置上进行冷冻；

l将样品已经冻好的冷冻头固定在仪器内的底座上，调整组织样品切面方向

与刀座平行

l调整好刀座及角度，安装好一次性刀片，选择T R I M模式修片；

l粗修完选择S E C T I O N模式，选择合适的切片厚度，放下防卷板，摇动手

轮进行精细切片，用玻片收集所需的切片；

l切片完成后，及时卸下刀片，将废弃的刀片放入专门的回收盒内，将切片

机机箱内清理干净，做好使用登记。

注意事项

l切片后取切片前要锁住手轮，防止手受伤；

l仪器使用完后，需要取下刀片；

l玻片使用前无需预冷，常温玻片可使切片迅速黏附上去；

l在调整冷冻头角度的时候一定要盖上刀片保护器，小心被刀片划伤。
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Part three

染色方法介绍



实验流程
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重要染色类型

HE染色
                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

免疫组化

观察蛋白表达及定位

免疫荧光

观察蛋白定位及共定位观察组织病变



HE染色

广泛应用于组织学、胚胎学和病理学方向，用于检测细胞凋亡、坏死，炎症

浸润及肿瘤发生等。

应用

苏木精染液为碱性，可以将嗜碱性结构（如核糖体、细胞核及细胞质中的核

糖核酸等）染成蓝紫色；伊红为酸性染料，可以将嗜酸性结构（细胞质的大

部分结构）染成粉红色。

原理

苏木精 -伊红染色法  ( H e m a t o x y l i n - E o s i n  S t a i n i n g )  ，简称H E染色法  ，石

蜡切片技术里常用的染色法之一  。

概念



HE染色步骤

l脱蜡至水：通过二甲苯来溶解切片中的石蜡，再使用浓度梯度下降的酒精来

置换二甲苯，使切片复水。

l苏木素染色：时间可以调控，根据不同组织不同样本进行修改。

l分化、反蓝：使用盐酸酒精分化和弱碱性溶液反蓝，可以使细胞核清楚着色。

l伊红染色：时间可调控，使胞浆的各种不同成分又呈现出深浅不同的粉红色。

l脱水封片：通过浓度梯度上升的酒精脱水，然后经过二甲苯透明，最后使用

中性树脂封片，用于显微镜下观察。



HE染色结果

注意事项

l使用盐酸酒精分化需控制好时间，一般几秒即可，时间过久容易导

致苏木素着色不良；

l需要根据不同组织和实验来摸索最佳染色时间；

l封片时轻轻放下盖玻片，速度要慢，否则容易产生大量气泡。



免疫组织化学

广泛应用于各种领域。

应用

根据抗原与抗体特异性结合的原理，通过化学反应使标记抗体的显色剂（酶、

金属离子、同位素）显色来确定组织内抗原（多肽和蛋白质）。

原理

带显色剂标记的特异性抗体在组织细胞原位通过抗原抗体反应和组织化学

的呈色反应，对相应抗原进行定性、定位、定量测定的一项新技术。

概念



免疫组化步骤

l脱蜡至水：通过二甲苯来溶解切片中的石蜡，再使用浓度梯度下降的酒精来

置换二甲苯，使切片复水。

l苏木素染色：时间可以调控，根据不同组织不同样本进行修改。

l脱水封片：通过浓度梯度上升的酒精脱水，然后经过二甲苯透明，最后使用

中性树脂封片，用于显微镜下观察。

l抗原修复：甲醛固定过程中使蛋白之间互相交联而屏蔽了抗原位点，使用多

种修复方法来打开被屏蔽的位点。

l抗体孵育：与常规的We s t e r n  b l o t抗体孵育一致，一抗推荐过夜。

l封闭：过氧化氢封闭内源性过氧化物酶，B S A用于封闭非特异性抗原。

lD A B染色：辣根过氧化物酶与过氧化氢反应释放氧气，氧化二氨基联苯胺，

形成不溶于水的金黄色沉淀。



免疫组化结果

注意事项

l不同抗体的D A B孵育时间需要预实验摸索，如果背景着色重，可以

考虑延长过氧化氢和B S A的封闭时间；

l免疫组化的苏木素染色时间较短，通常1 0秒左右即可，无需分化；

l封片时轻轻放下盖玻片，速度要慢，否则容易产生大量气泡。



免疫荧光染色

广泛应用于各种领域。

应用

根据抗原与抗体特异性结合的原理，通过化学反应使标记抗体的荧光素显色

来确定组织内抗原（多肽和蛋白质）。

原理

以荧光物质标记抗体而进行抗原定位的技术称为免疫荧光技术，利用抗原

抗体反应进行组织或细胞内抗原物质的定位。

概念



免疫荧光染色步骤（冰冻切片）

l固定：在切片盒内倒入 4 %多聚甲醛，放入冰冻切片，室温固定 1 5 m i n。

l封片：滴加防淬灭封片剂封片，用于荧光显微镜下观察。

l通透：用一定浓度的Tr i t o n X - 1 0 0（T B S T稀释）室温孵育 1 0 m i n。

l抗体孵育：与常规的We s t e r n  b l o t抗体孵育一致，一抗推荐过夜。

l封闭：使用 1 0 %的血清用于封闭非特异性抗原。

l核染色：使用D A P I染液，室温染 5 - 1 0 m i n，或者是直接用含D A P I的封片剂

进行封片。



免疫荧光染色结果

注意事项

l冰冻切片如果使用丙酮固定，可以无需进行透膜步骤；

l免疫荧光从二抗孵育开始需要避光操作，防止荧光猝灭；

l如果是细胞爬片免疫荧光，封片后可以使用指甲油在玻片周围固定。
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Part four

切片扫描



切片扫描

功能

主要用于对玻片样本进行样本自动全景成像及定量分析。可处理包括H E、

M A S S O N、 I H C等标记的组织切片、细胞爬片、T M A等多种样本。

TissueFAXS Plus 全景组织细胞定量分析系统 

第五实验楼418房间



扫描流程

放置玻片



新建实验



新建实验



区域选定

Minimum Tissue Area

Tissue Closing Radius

Minimum Tissue Area：当组织较小，未被识别到时，可调小该值；识别到杂质时，可调大。

Tissue Closing Radius：增大该值，距离较近（不接触）的两块组织会被识别为一个 region,
减小该值，可使距离较近（不接触）的两块组织识别为不同的 regions。



区域选定

调整轮廓离组织边缘距离，数值越大，距离越大。

调整软件识别过程中虚拟点间的间距，距离越小，轮廓精确度越高。



参数调整

4：调整焦距 5：调整曝光时间 6：调整白平衡 7：调整色彩饱和度



获取高倍图像



免疫组织化学染色结果判读

肖 秋 香



注意事项：
1. 必须设置对照，包括阳性对照、阴性对照、内对照；

2. 抗原表达的特定部位，不在抗原所在部位的着色，视为阴性；

3. 阴性结果不能视为抗原不表达；

4. 尽量避免评估出血、坏死及切片刀痕和组织边缘细胞的阳性表达，这类阳性着

色多系内源干扰，或系人为因素所致；



结果判读步骤

1、判断染色是否成功，比较对照组

2、判断着色细胞类型，结合HE染色切片确定反应阳性细胞是否为目
标细胞

3、判断着色的亚细胞定位

• 胞膜型

• 胞核型

• 胞质型

• 膜-质型

• 核-质型





CK染色，结肠腺癌 Kappa 胞浆着色

ER  胞核着色 核-浆型
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TdT染色，胞核着色 膜-浆型



• 局灶型 阳性肿瘤细胞呈不规则小灶性分布

• 弥漫型 阳性细胞呈弥漫性分布、细胞间无

连接，也可以单个细胞散在分布

• 网状型  主要见于细胞密度较大的大细胞，且标记物

多为膜抗原

• 腔缘型 阳性颗粒主要位于腺癌腔缘的微绒

毛

4、阳性细胞组织学分布

结果判读
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阳性着色程度 阳性细胞数量

弱阳性（+）--- 1分 弱阳性（+，指阳性细胞数在25%以下）--- 1分

中等阳性（++）--- 2分 中等阳性（++，指阳性细胞数在25%-49%）--- 2分

强阳性（+++）--- 3分 强阳性（+++，指阳性细胞数在50%以上）--- 3分

目前多采用积分综合计量，计算公式：两者相乘（或相加）。至少随机（热

点）观察5-10个HPF，取其平均值。

5、标志物阳性程度的判断

结果判读



目标细胞：阳性着色程度x阳性细胞数量



组   织   芯  片



假阳性和假阴性

假阴性：

• 抗体已失活或浓度不当或抗体本身达不到应有的敏感度；

• 抗原已被分解破坏或含量过低，当标本处理不当时更容易出

现，如固定不良、温度过高； 

• 抗原被遮盖：由于醛类固定剂的使用；

• 技术操作失误，如反应时间不够等。





Mart-1染色

修复未修复

假阴性



假阴性



假阳性和假阴性

假阳性：

• 抗体与多种抗原有交叉反应；

• 抗体与组织中某些成分的非特异性结合；

• 内源性过氧化酶的显色；

• 肿瘤或病变中有其他组织残留

• 抗原的弥散或被瘤细胞吞噬而细胞中的免疫球蛋使抗原在

不该出现的部位出现。

• 外源性和内源性色素的干扰。



玻片干燥造成的“边缘效应”
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应     用     举      例







乳腺癌组织学评分标准腺管形成、核异型、核分裂像





CK5/6



P63-CK5/6-



乳腺癌亚型 分   子   标   记 预后 治疗

Luminal A型 ER(+)和/或PR(+)，Her-2(-)；Ki-67低表
达（<14%） 好 内分泌治疗

Luminal B型
（Her-2阴性）

ER(+)和/或PR(+)，Her-2(-)；Ki-67高表
达（≥14%） 较好 内分泌治疗±化疗

Luminal B型
（Her-2阳性） ER(+)和/或PR(+)，Her-2(+) 较好 化疗+内分泌治疗+Her-2

靶向治疗

Her-2型 ER(-)，PR(-)，Her-2(+) 较差 化疗+Her-2靶向治疗

基底样型 ER(-)，PR(-)，Her-2(-) 差 化疗



Her-2 3+ER 40%  2+



PR- AR-



P53突变 Ki67  50%3+



乳腺癌亚型 分子标记 预后 治疗

Luminal A型 ER(+)和/或PR(+)，Her-2(-)；Ki-67
低表达（<14%） 好 内分泌治疗

Luminal B型
（Her-2阴性）

ER(+)和/或PR(+)，Her-2(-)；Ki-67
高表达（≥14%） 较好 内分泌治疗±化疗

Luminal B型
（Her-2阳性） ER(+)和/或PR(+)，Her-2(+) 较好 化疗+内分泌治疗

+Her-2靶向治疗

Her-2型 ER(-)，PR(-)，Her-2(+) 较差 化疗+Her-2靶向治疗

基底样型 ER(-)，PR(-)，Her-2(-) 差 化疗




